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土壤中五碳酷的比色测定法

文誉孝 程励励
�中国科学院土壤研究所�

士壤有机质是一个极其复杂的体系
。

在此复杂体系中谈水化合物的状况无疑地将对

土坡的肥力状况产生多方面的作用
。

例如
,

�� �� � 等 �� 一��征明
,

多酣类物厦对水稳性团聚

体的形成具有良好的效应
。 � �� �� �� 址 等即�献为

,

能源物质的含量直接影响微生物的活

动性
,

从而与氮素的有效性密切相关
。

在土壤碳水化合物状况的研究中
,

过去
,

由于缺乏适宜的方祛
,

一般仅常用 ��  !! 蛇溶

液测定土壤水解液中的还原酪总量�� 
。

这类方法只能抬人以碳水化合物状况的 一般 概

念
,

而解有助于酷类粗成分的了解
。

此外
,

歌类方法还有把非酷类物质舒算为酪类 的缺

陷�� 
。

最近几年来
,

这方面的情况获得了一些进展
,

土壤酣醛酸�� 
、

氨基酪�� 
、

六碳酩等���

的霄易侧定法均先后被拟定
。

在五碳酪方面 � ��� � 等�� ! 虽用抵藉法研究了士壤中五碳酣

的含量和祖成
,

但鼓法费时
,

不能适合大量分析所需
。

在生物化学研究里广泛应用的几种五碳酣侧定法中��� �� �
,

常复特别注意以免其他 碳

水化合物的千扰
。
�� �。年 �、�� ��� ! 拟定了酷酸一草酸一苯胺法��下筒称苯胺法 �

,

歌法具

有仅微受六碳酪等千扰的优点
,

且操作商便
。

看来
,

较适合应用于土壤五碳璐总量的侧

定
。

我佣研究了应用苯胺法侧定十填五碳醋总量的一些朋题
,

砚将桔果报舍如下
。

一
、

献脆样品及方法

取砖杠壤
、

草甸黑土及水稻土等的表土作为供截样品
。

�
�

土城样品的水解 称取挑去袖根
、

并过 �� �� 毫米筋孔的风干土样 � 克
,

放置于 ���

毫升三角瓶中
,

加 �� 毫升 �� 残��� !
,

置三角瓶于柯赫水浴上
,

在 �� �℃水解 �小时
。

水

解时
,

三角瓶上盖一烧杯
,

以免水滴滴入
。

水解完毕
,

趁热过滤
。

用热水洗数次
,

收集滤液

及洗液于 �� 或 �� � 毫升量瓶中�砚土壤的五碳酪量而定�
,

加蒸馏水稀释至刻度
。

�� 水解液的镇处理 取部分水解液
,

徐徐加入过量碳酸钙�化学钝�使溶液完全中和
,

过滤
,

井用少量热水洗沉淀数次
,

定容至适当体积
,

此时应得到完全透明无色的溶液�� 。 取

部分上述透明无色溶液通过阳离子交换树脂柱
�� ,

用蒸馏水洗滁数次
。

收集流出液于一适

当体积的容量瓶中
,

加蒸馏水稀释至刻度
。

敲溶液郎可供侧定五碳酸之用
。

�� 玉碌醉约测定��,�
、

吸取水解液 � 毫升
,

置于 一�� 毫升的刻度贰管中
,

准确加入 �

�� 对于含有大量游离破酸钙的土瑰
,

须根据中和藻酸钙所需的酸遥
,

增大硫酸的浓度
,

使水解时硫酸的浓度仍保

持为 ��
。

�� 款溶液静置一段时简后
,

有时变为淡黄色
,

这示明尚有少量 � �斗十� 的存在
。

敲�� 一可用阳离子文换树脂除

去
,

对测定无碍
。

�� 国产弛酿型 �号阳离子交换树脂
。

如常法处理娜变为 � � 型备用
。

一般 �� 旁升水解液
,

树脂柱内径��
�

, 且

米
,

高 �� 毫米即足
。
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毫升苯胺拭剂 ��� � 毫升冰醋酸
,

加 毛� 毫升 �买�� �� �草酸水溶液
,

�� 毫升蒸馏水
,

�� 毫

升新蒸馏的无色苯胺退合郎得
。

敲拭剂赊存于晤色瓶中
,

置避光处
,

可保存一周 �
,

混匀
,

放置于暗室中 �� 一�� 小时��� 一 �� ℃ �后
� , ,

用分光光度舒�国产 �� 型�侧定其透光度 ��� �

毫微米 �
。

用木酪作为标准
,

箱制标准曲核
。

配制每毫升含有 �� � 微克木酪的鲍和苯甲酸溶液

作为赊藏溶液
。

每次侧定时配制每毫升含木酪 �� 一�� 微克的标准溶液
,

同上显色并侧定

其透光度
。

用贰剂一蒸馏水为空白
。

根据标准曲枝查出水解液中的五碳酷量
,

并换算为每 �� � 克土姨中五碳酪�以木荫表

示�的毫克数
。

整个操作步骤的图示觅图 � 。

过量 � � � � �

滤液

�
阳离子交换“脂‘� � ,

液
�
出

流吸附

� �资十
、
� �咔� � 等无

机阳离子
,

部分多

酚
、

氨基酸等 �
�口了��,、
、

图 � 操作步麟图式

二
、

桔果和 甜箫

�
�

千扰物质 土壤水解液常呈淡棕至棕杠色
,

侧定五碳酩时必填首 先除去这些颜

色物厦
。

此外
,

由表 �可晃
, �叮 及 ��   研 也将显著增大侧定条件下溶液的光 密 度

。

�� �� 将与贰剂 中的草酸形成沉淀
,

使溶液混浊并抑制五碳酪的显色
。

握过一些拭验
,

我们

发现
,

用碳酸钙和 � 十 型的阳离子交换树脂处理水解液的办法
,

可以很方便地将这些物厦

去除掉
。

用过量的碳酸钙中和水解液时
,

一方面
,

全部有机有色物厦将被沉淀或吸附 �另

方面
, � �� �

将与 �叮 生成 � �� � 沉淀
,

大部分 �� �料 也将呈 �� �� � �
,

析出
。

滤液中

存留的 � ��
� 、

�� 科十 及其他可能存在的某些无机阳离子干扰物质
,

�� 可在进一步 处理

时
,

用阳离子交换树脂除去
。

这一点可以为表 � 中的材料所征明
。

从表 � 查料表明
,

握碳
、

酸钙和 阳离子交换树脂处理后的土壤水解液中
,

已没有足致干扰五碳酪显色的无机物盾
。

就 目前所知的土壤水解液里可能合有的各类有机化合物中
,

酿醛虽与苯胺反应
,

使溶

液呈紫色
,

但在侧定条件下
,

一般在加入苯胺拭剂后 �� 一�� 分种时呈色最深
,

以后逐渐褪

�� 并见文徽【�� �
。

显色在保沮箱中进行最为方便
,

显色时的温度以 �� ℃ 或 �� ℃ 为宜
。
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表 � 各类物叹对五暇璐� 色的形响

木酸 � 硫 酸

硫酸浓度�� �

加入木酿量�微克�

测定值�微克�

�
。

�

��
·

��

�� �� 

加入 � �斗� 聋 ��毫升�

木漪测定值�徽克�

木醋��� 微克�� �
�干 �

� 。
�

�

�
��

木醉�� �微克�� 教氮酸

��

��

加人教氨酸盆�微克�

木酸测定值�微克�

���

��

���

弓�

���

斗�

����

斗吕

���

� �

�� �

酚茶������克微献�
木

����加人儿茶酚是�徽克�

木酷测定值�微克�

� �
�

�� �� ��
‘
溶液

,

艇 � �� � 。

处理充分去除 �� ,� 后
,

再用少摄离子交换树脂处理后所得的溶液
。
�砂� 未

去尺
。

’

但仅作定性是定
,

未定量
。

, � 灼幼土一的水解液对� � 口色的形响
�

加加人的木西量�徽克��� ����  ��� ���� ���� ����

测定值�微克� ��
。

� ��
。

�

水 解 液 �

’

丽是, �, 克� �
�。

’

�
��

·

,

�
‘�

·

�

�
, ,

·

‘

�
�。

�

赶奥
,

于 �� �℃ 下灼烧
,

去除有机盾后水解
。

水解液按本法处理后
,

分别加入不同量的木醛
。

水解液 �

—
�� � 一�� 一 ,

��℃
,
� 小时 � 水解液 �

一
�� �

� � � 一
,
��℃

,
� 小时

。

班 � 土艘水解液中� � 的回收

土土 里里 水解液攫矫姗
量量 加入的木醛量量 理 拾 值值 侧 定 值值

�������微克��� �微克��� �微克���

水水 稻 土土 ��
�

��� �   !�
。

��� ��
�

���

������
�

��� � ���  �
�

��� ��
�

���

������
,

��� �   ��
�

��� ��
�

���

砖砖 缸 奥奥 ��
�

��� ���� ��
。

��� � 
�

���

������
�

��� ���� ��
�

��� ��
�

���

������
。

��� 斗��� ��
。

��� ��
。

���

草草 甸 黑 土土 ��
。

��� ����  �
。

��� ��
。

���

������
�

��� ���� � �
。

��� ��
。

���

������
�

��� 弓��� ��
。

��� ��
。

���

去
, �一� 小时后郎完全消失

,

因此不产生千扰
。

葡萄酷与半乳酪的千扰在 � 外以下
。

这

和 � � � �� ��� �� 所得到的桔果相近
。

氨基酸与筒单的多酚化合物也不影响五碳酶的显色�表
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� �
。

后二者且艳大部分将被阳离子交换树脂除去
。

不同稀释度的水解液其透光度完全

符合比尔定律�图 � �
。

同时和有 �� 不
、

��   
十
等千扰物厦存在时的情况不 同

,

加不同量

的木酣于握预处理后的水解液中
,

回收拮果+ 分良好(表 3
,

并与表 1比较)
。

由此似乎可

以欲为
,

握过碳酸钙和阳离子交换
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木搪浓度
一

一
水解液的稀释度

(l ) 木酸标准溶液 (2)水稻土水解液

(3) 砖杠奥水解液 (4)草甸黑土水解液

图 2 不同稀释度的土级水解液的透光度

树脂处理后的土壤水解液中
,

已无

足致干扰的物厦存在
。

五碳酣极易以阳离子交换树脂

柱上定量地收回
。

用碳酸钙处理水

解液时
,

水解液中的硫酸浓度如在
0. 8N 以上时

,

将导致五碳酩 的 揖

失
。

但如硫醉浓度在 0
.
8N 以下时

,

五碳醋的回收也是+ 分良好的 (表

4 )
o

2. 水解条件 在水解过程中包

含着游离五碳酿的释 出与破坏两个

宋�
.
�

方面
。

各种土壤中有机厦的本性不同
,

同时有机厦与矿厦部分的桔合状态亦各异
,

从而
,

很难期望
,

在同一水解条件下
,

各种土壤中五碳酪的释出量均为最大值
。

因此
,

有必要寻

求一合适的水解条件
。

图 3表明
,

在常用的几种土壤多酣水解条件下
,

五碳酣的释出量

随水解时简的加长而增多
,

但除 IN 场sq 一80
“
c 这一水解条件外

,
8 小时后郎趋于稳定

。

我 4 砚酸朽处理时溶液中硫酸滋度对木璐回收率的形响

硫酸浓度 (N )
木 璐 (微 克)

0
。

8

l

。

6

2

。

弓

一止兰一}‘
二生一}

- 一

竺- -
}

一
阵聋一

‘0 0
}

”5
}

9夕
1

1 0 0
}

‘0 0

”5
}

工0 0
}

9 2
·

5

}

9 0

}

8 5

’0 0
}

”o
}

70
!

7 8
1一兰生一

150100,0

(权洲。。星椒帜�喇邵梅目
杠 I.,300e02Q010:(祝之权刊吕椒�训翔澎川

, 10 15 20 2 5 0 ,

时面 (小时 )

o
—
0INH ,

5 0 一100℃ X
—
X 3NH:50一80℃ X一 X

图3 不同水解条件的五碳醛量

10 15 、

2 0

时朋 (小时)

IN H :50 ‘
es

8 0 ℃
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L ON 场50厂80 ℃ 下五碳醋释出量侄最低
,

3
N H

Z
S 认一80 ℃ 下最高

,
l

.
o

N 场sq 一100 ℃
下者与 3付 Hz sO

福
一80 ℃ 下者接近或相等

。

考虑到硫酸浓度增大时水解液稀释度加大后

将带来的侧定上的困难
,

我俩献为一般以采用 1
.
oN H ZSo广100 ℃一8 小时此一水解条件

较为适宜
。

1 方法的l 现性和准确度
‘

曾作平行重复和前后重复以检查方法的重现性
。

当水解

时土样与硫酸溶液的比率一定时
,

各种水解条件的平行重复桔果都很一致
。

前后重复的

筷差一般在5拓以内(表 5 )
。

玻 S 方法的, 理性(前后重复)

(五破醋量
,

:毫克/100 克土)

水解时简
,

小时 3N H ,s o ,-- 80 ℃

22222 555 888 2 444 222 555 888

砖砖 赶 盛盛 26000
一

3 1 000 3 3 555 3 3 555 2
4

000 2 9 000
3

1 000

22222 6 555 3 1 555
3 2

000
3 2 000

2 , 000 3 0 000 3 1000

草草 甸 黑 土土 16555 19000 19000 19000 18000 19000 19000

111116000 18000 17555 18555 175555555

水解时简
,
小时 1N H

一
5 0 一100℃

如同 T ra ce y 所指出【13]
,

不同五碳酶与苯胺拭剂所生成的颜色产物的光密度各 不相

同
。

如以木酪的光密度为 100
,

4lJ 核醋为 88
,

阿拉伯酸为 77
。

因此本法所得的测定值将

低于水解液中实际存在的五碳酩量
。

二者简的差异亦将因各种五碳酣相对含量之不同而

异
。

但是已有的材料指明
,

不同土壤中五碳酪的祖成可能是相似的110 ,14
·

15. 16]

,

所以本法仍

可得出不同土壤五碳酣总量的近似值
。

曹取用 几种主要土壤的表土用本法侧定其五碳醋量
。

供拭样品中五碳醋碳量占土壤

有机碳量的 1. 5一8尹务 (表 6 )
。

值得注意的是
,

五碳酸量似乎与腐殖厦的粗成有关
,

随着

土壤腐殖质腐殖化程度的增高五碳酪有降低的趋势
。

但是
,

由于分析的土壤样品过少
,

目

前还远不能就这一点得出桔输
,

尚有待进一步的研究
。

农 6 不同土艘表土中的五限璐含,

(以木酶表示)

土奥及采集地点 五 碳 酸 量
(毫克 /100克土)

五
碧碧蔽哗

(%)

栗钙土(内蒙古竟兰山北寺)

黑炉土(甘肃通渭)

草甸黑土(黑龙江佳木斯)

水稻土(江苏兴化)

肛盛性水稻土(江四翰县)

叙盛(梅南岛)

砖赶缝(广东徐阴)

一
‘, ,

·

,
·

{

,
·

“

77
·

5

}

‘
·

5 0

、

l , 0
。

0

、
1 2

。

5
0

1 3 2

。

5

1 4 2

.

5

1 1 7

。

5

3 1 0
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。
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.
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摘

叙述了侧定土壤中五碳酸的方法
。

土壤水解液中的有机有色物质
、

5 0 不
、

要

Fe 斗
+( Fe ++ +)

、

c
a+

+ 等将对五碳酸的测定 产生
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干扰
。

但用碳酸钙和阳离子交换树脂处理水解液能够很方便地将所有千扰物厦除去
。

比被研究各种土壤的五碳酪含量时
,

以采用 IN H Z50 ,
一100 ℃一8小时的水解条件较

为适宜
。

虽然不同五碳酣与苯胺拭剂所生成的颜色产物的光密度有所不同
,

但考虑到各种土

壤中五五粉塘的粗成可能差异不大
,

所以本法可以得出土壤中五碳酷总量的近似值
。
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